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NOUVELLE PROTEINE DE FIXATION DU PHOSPHATE, COMPOSITIONS 
PHARMACEUTIQUES LA CONTENANT ET SES UTILISATIONS 



La presente invention a pour objet ime nouvelle proteine, issue du serum humain, 
de fixation du phosphate, des compositions phamiaceutiques la contenant ainsi que ses 
utilisations, notamment dans le cadre du traitement de Thyperphosphatemie et des 
maladies cardiovasculaires ou de Tarthrite. 

Le phosphate est une molecule trfes importante impliquee dans de nombreux 
mecanismes biologiques. On retrouve notamment le phosphate dans les phospholipides, 
dans le mecanisme de production d'energie (ATP, ADP), dans les processus de 
signalisation cellulaire, dans la composition du materiel genetique dans les os (sous 
fomie de phosphate de calcium). 

L'hyperphosphatemie est une pathologic liee a un exces de phosphate dans 
Torganisme et provoque notamment une augmentation des risques de maladies 
cardiovasculaires, en favorisant les processus d'atherosclerose et de calcification des 
arteres (Dorozhkin et Epple, 2002 ; Amann et al., 2003 ; Blazheevich et al., 1975). La 
calcification s'effectuant au niveau des articulations, Thyperphosphatemie peut aussi 
provoquer de Tarthrite (pseudo-goutte). 

Les sels de phosphate de calcium produits dans le serum lors d'une 
hyperphosphatemie precipitent dans les tissus mous avec calcification ectopique dans 
differents tissus : vaisseaux (accidents vasculaires cerebraux ou cardiaques), 
articulations (pseudo-goutte), cristallin, interstitium renal (nephrocalcinose), sous- 
cutanees (prurit), pulmonaires, pancreatiques. 

Ainsi, la moitie des d6ces chez les personnes souffrant d'insuffisance renale est 
due a des maladies cardiovasculaires liees a 1* hyperphosphatemie. A cet egard, certains 
chelateurs du phosphate qui complexent le phosphate dans la lumiere intestinale sont 
actuellement utilises comme medicament. Cependant, tous ces chelateurs ne sont pas 
physiologiques. De la decoulent certaines complications ou restrictions quant a leur 
usage. 

Les preparations contenant du magnesium sont limitees par la survenue de 
troubles digestifs (diarrhee) et sont a proscrire en raison du risque d'hypermagnesemie, 
De meme, la prescription d'hydroxyde d^aluminium, longtemps utilise du fait de son 
efficacite, doit etre evitee, ou du moins limitee a de tres faibles periodes, en raison du 
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- ou toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID 
NO : 3, ayant de preference une homologie d'au moins environ 80% avec la sequence 
SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3. sous reserve que ladite sequence homologue se lie 
au phosphate, 

- ou tout fragment d'une des sequences defmies ci-dessus, sous reserve que ledit 
fragment se He au phosphate, notamment tout fragment etant constitue d'au moins 
environ 20 acides amines contigus dans la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3. 

La sequence SEQ ID NO : 2 correspond a la proteine humaine de fixation du 
phosphate. Cette nouvelle proteine a ete isolee dans le plasma humain et sa structure 
tridimensionnelle montre qu'elle appartient a la classe des "phosphate binding protein" 
(proteines de fixation du phosphate : PBP). Elle est egalement appelee par la suite 
HPBP (proteine humaine de fixation du phosphate). 

La sequence SEQ ID NO : 3 correspond k une proteine homologue de la proteine 
de sequence SEQ ID NO : 2, presentant un pourcentage d'identit6 d'environ 90% avec 
la sequence SEQ ID NO : 2. et ayant les memes proprietes de fixation du phosphate que 
la sequence SEQ ID NO : 2. 

La propriete de fixation du phosphate des sequences de 1 'invention peut etre 
verifiee par le test suivant de fixation du phosphate par marquage radioactif : 

La proteine est fix6e sur une membrane de nitrocellulose (dot blot par aspiration). 
On laisse incuber la membrane dans un tampon radioactif (^-p (10 mCi/ml, Amersham- 
Biosciences) 2M ; Tris 50 mM ; pH 8,0) 

La membrane est rapidement rincee 2 x i min dans un tampon Tris 50 mM, pH 
8,0. En exposant un film photographique avec la membrane (environ 45 min) on peut 
detecter les zones qui fixent le phosphate radioactif (voir Figure 3 ci-apres). 

La presente invention conceme 6galement une sequence nucleotidique codant 
pour une proteine telle que definie ci-dessus. 

La presente invention conceme egalement un vecteur recombinant, notamment 
plasmide, cosmide, phage ou ADN de virus, contenant une sequence nucleotidique telle 
que definie ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux, la presente invention conceme un 
vecteur recombinant tel que defini ci-dessus, contenant les elements necessaires a 
rexpression dans une cellule hote des polypeptides codes par la sequence nucleotidique 
telle que definie ci-dessus, inseree dans ledit vecteur. 
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La presente invention conceme plus particulierement Tutilisation d'une proteine 
telle que definie ci-dessus, notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3. dans le cadre 
de la prevention ou du traitement des maladies cardiovasculaires. 

La pr6sente invention conceme egalement rutilisation d'une proteine selon 
I'invention, notamment de la proteine representee par la sequence SEQ ID NO : 2 ou 
SEQ ID NO : 3, en association avec une proteine telle qu'un variant de la proteine 
paraoxonase, dans le cadre de la prophylaxie ou du traitement des intoxications 
provoquees par des insecticides ou des agents neurotoxiques, tels que le soman, le VX, 
le tabun ou le sarin, ou dans le cadre du traitement de I'atherosclerose. 

La presente invention conceme egalement un produit de combinaison comprenant 
au moins une proteine telle que defmie ci-dessus, notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ 
ID NO : 3, et au moins un variant de la proteine paraoxonase, pour une utilisation 
simultanee, separee ou etalee dans le temps destine a la prophylaxie ou au traitement 
des intoxications provoquees par des insecticides ou des agents neurotoxiques, tels que 
le soman, le VX, le tabvin ou le sarin. 

L'utilisation combinee de la proteine de I'invention, notamment SEQ ED NO : 2, 
avec un variant de la proteine paraoxonase, permet d'accroitre la stabilite de la 
paraoxonase, notamment dans le cadre de la prophylaxie ou du traitement des 
intoxications provoquees par des insecticides ou des agents neurotoxiques. 

La presente invention conceme egalement une methode de dosage de la proteine 
telle que definie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

- des anticorps monoclonaux de lapin dirige centre differents epitopes de la 
proteine de I'invention (anti-HPB) sont fix6s sur une plaque et le serum humain a 
analyser contenant ladite proteine (HPB) est depose sur la plaque susmentionnee, 

- la plaque est rincee et lavee, 

- on depose sur la plaque des anticoips anti-anticorps de lapin (anti-IGrabbit- 
per) marques avec de la peroxydase durant 30 minutes, afm de former un complexe 
temaire entre un anticorps monoclonal de lapin, la proteine selon I'invention et un 
anticoips anti-anticorps de lapin susmentionnes (anti-HPB - HPB - anti-IGrabbit-per). 

- la plaque est rincee et lavee, 

- on fait reagir la peroxydase fixee sur la plaque avec son substrat (kit disponible 
en commerce. Chemiluminescent Peroxidase Substrate (Sigma)) et la reaction est 
arretee au bout de 30 minutes avec la 3,3',5,5*-tetramethylbenzidine (TMB, Sigma), 
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plaques d'atheromes, ou au diagnostic in vitro d*une predisposition d'un individu au 
developpement d*une des maladies susmentionnees. 

La presente invention conceme egalement T application telle que definie ci-dessus 
au diagnostic in vitro de maladies liees a une hypophosphatemie, ou au diagnostic in 
vitro d'une predisposition d'un individu au developpement de ces maladies. 

Parmi les signes cliniques ou physiologiques caracterisant les maladies liees a une 
hypophosphatemie, on pent citer : 

- une demineralisation des os, 

- les manifestations musculaires de I'hypophosphatemie qui comportent une 
myopathie proximale affectant le muscle squelettique et une dysphagie et un ileus 
affectant les muscles lisses, 

- des carences cardiopulmonaires par le manque d'ATP, et 

- une encephalopathie metabolique. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 



Isolation de la proteine 

La proteine SEQ ID NO : 2 est obtenue a partir du plasma humain selon le 
precede de Gan et al. (1991) suivant : 

La proteine SEQ ID NO : 2 est purifiee a partir de poches de plasma congele 
(-200 ml) foumies par rEtablissement de Transfusion Sanguine de Lyon-Beynost. Le 
caillot de fibrine, forme par I'ajout de 1 M (1% v/v) de CaClj au plasma est separe du 
serum par filtration. Le serum est alors melange a 400 ml de Gel d'affmite (Cibacron 
3GA- Agarose, C-1535, Sigma) equilibre avec un tampon A (Tris/HCl 50 mM, CaCla 
ImM, NaCl 4M, pH 8). Dans ces conditions, principalement les HDL ("high density 
lipoprotein" : lipoproteines de haute densite) sont adsorbees. Apres 6 a 8 heures 
d'incubation, les prot^ines non adsorbees sur le gel sont eliminees par filtration sur fritte 
de porosite n°2. Ce lavage s'effectue jusqu'a ce que I'on ne detecte plus de proteine 
dans r61uat (absorption UV a 280 nm). Le gel est ensuite equilibre avec un tampon B 
(Tris/HCl 50 mM, CaCb ImM, pH 8) puis plac6 en colonne XK 50/30 (Pharmacia). 
L'elution est realisec en rajoutant lg/1 de d6oxycholate de sodium et 0,1% de triton X- 
100 au tampon B. Les fractions montrant une activite arylesterase sont injectees sur 50 
ml d'un gel echangeur d'anions (DEAE Sepharose Fast Flow, Pharmacia) dispose en 
colonne XK 26/70 (Pharmacia) et equilibre avec le tampon B et 0,05% de triton X-100. 
L'elution se fait par gradient de NaCl. Un premier palier est realise a 87,5 mM de NaCl 
afin d'ehminer I' apo A-I. une proteine liee a la paraoxonase, et la majorite des proteines 
contaminantes. La paraoxonase humaine (PONl) est environ eluee a la concentration de 
140 mM de NaCl. Toutes les fractions conservees montrent une activity paraoxonase et 
arylesterase, ces activites etant verifiees selon les tests mentionnes plus loin. Les 
fractions elu6es ne sont pas regroupees. Les gels SDS-PAGE des fractions obtenues 
montrent des bandes comprises entre 38 kDa et 45 kDa (voir Figure 1). Chaque 
purification n'apporte pas toujours la meme distribution de masse apparente. Cette 
legere heterogeneite peut s'expliquer par la presence de 2 chaines glycosylees sur la 
PONl. 

En plus de la PONl dans ces lots une autre proteine a ete isolee par cristallisation, 
en substituant le triton par le C12-maltoside et en utilisant le sulfate d'ammonium 
comme agent precipitant. Les cristaux obtenus sont ceux d'une proteine inconnue 
caracterisee par radiocristallographie et correspondant a la sequence SEQ ID NO : 2 de 
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En raison de la tres bonne qualite des cartes de densite electronique, la sequence 
primaire de la proteine a pu etre assignee avec 80% de fiabilite. Une molecule de 
phosphate a aussi pu etre localisee. 

La structure obtenue ne correspond pas du tout a la paraoxonase humaine. Le 
sequenfage obtenu en identifiant les acides amines a partir de la densite electronique 
indique que ni cette proteine humaine ni son gene n'ont ete decrits auparavant. II s'agit 
done d'une nouvelle proteine. 

La structure de la proteine de Tinvention montre une tres fo.rte homologie avec la 
proteine de fixation du phosphate ("phosphate binding") Escherichia coli. Cette 
proteine chez cette bacterie sert a transporter le phosphate a travers le periplasme. On la 
retrouve chez beaucoup de procaryotes mais chez aucun eucaryote. 

La densite electronique a aussi montre qu'une molecule de phosphate etait fixee a 
la nouvelle proteine de 1' invention, de la meme fafon que dans celle d 'Escherichia coli. 

Ainsi, on pent conclure que la proteine de T invention caracterisee a partir du 
plasma humain presente une tres forte homologie avec la proteine bacterienne et qu'elle 
est capable de fixer le phosphate et de le transporter. 



Sequencage 
Digestion dans le gel 

Le melange paraoxonase-HPBP a ete separe par gel electrophoretique avec SDS- 
PAGE (sans chauffage). Plusieurs bandes correspondant a HPBP aux alentour de 70 
kDa ont ete decoupees. 

La digestion de la proteine contenue dans ces bandes a ete effectuee grace au 
systeme automatique de digestion, MassPrep Sation (Waters Manchester, G.B.). Les 
bandes de gel ont ete lavees deux fois avec 50 \x\ d'une solution a 25 mM de carbonate 
d'ammonium hydrogene (NH4HCO3) et 50 \i\ d'acetonitrile. Les cysteines ont ete 
reduites avec 50 ^il d'une solution a lOmM de dithiothreitol a Sl^C et acyle avec 50 jil 
de iodocacetamide a 55 niM. Apres deshydratation avec Tacetonitrile, la proteine a ete 
digeree enzymatiquement avec 10 fil de trypsine porcine modifiee a 12,5 ng/|il 
(Promega, Madisson, WI, U.S.A) ou bien avec lys-C de Lysobacter enzymogenes 
(Roche Applied Science, Penzberg, Germany) dans 25 mM de NH4HCO3, La digestion 
s'est operee une nuit complete a temperature ambiante. Les peptides clives ont ete 
extraits avec une solution a 60% d*acetonitrile et 5% d'acide formique. 
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L'acquisition des donnees de masse a 6te pilotee par le programme MassLynx 
(Micromass, Manchester. G.B.) qui bascule automatiquement entre le mode MS et le 
mode MS/MS. 

Les spectres MS/MS generes ont ete individuellement sequences de novo afin 
d'obtenir la sequence partielle ou complete. Ces interpretations ont ete realisees en 
utilisant le programme PepSeq (MassLynx, Micromass) et le programme PEAKS 
Studio (Bioinformatics Solutions, Waterloo, Canada) qui sont capables de traiter 
completement un fichier .pkl avec un sequen9age de novo automatique sur chaque 
spectre MS/MS. 



Fixation du phosphate 

La fixation du phosphate par la proteine de I'invention SEQ ID NO : 2 a ete mise 
en evidence scion le test suivant : 

On depose 200 nl de la proteine de I'invention SEQ ID NO : 2 (colonnes A-F de 
la Figure 3), ou du lysozyme 1 mg/ml (colonne G) ou de la piacto-globuline sur 
nitrocellulose (dot blot par aspiration). 

L'ensemble est incube pendant 2 h 30 dans un melange comprenant ; tris 50 mM ; 
pH 8,0 ; "P (10 mCi/ml) 2 mM. 

On effectue ensuite un rin9age 2 fois pendant 1 minute avec du tris 50 mM a pH 
8,0, puis on expose l'ensemble a temperature ambiante pendant 45 minutes. 

On constate alors (voir Figure 3) que la proteine de I'invention a fixe le phosphate 
radioactif (colonnes A a F), alors que les temoins tests ne I'ont pas fixee (colonnes G et 
H). 



Role et utilisation de la proteine SEP ID NO : 2 

Pour doser la concentration de cette proteine dans le plasma les methodes 
utilisables sont : 

- les methodes electrophoretiques, 

- la purification de la proteine, 

- la quantification de son activite, 

- I'immunodosage de la protdine en utilisant des anticorps 
polyclonaux/monoclonaux dirig6 centre la proteine. 
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5. Vecteur recombinant selon la revendication 4. contenant les elements 
necessaires a I'expression dans une cellule hote des polypeptides codes par une 
sequence nucleotidique selon la revendication 3. insures dans ledit vecteur. 

6. Cellule hote. choisie notarament paimi les bacteries, les levures, les cellules 
de champignons, les cellules de plantes ou les cellules de mammireres, ladite cellule 
h6te 6tant transformee a I'aide d'un vecteur recombinant selon I'une des revendications 
4 ou 5. 



7. Composition pharmaceutique comprenant a titre de substance active une 
proteine selon la revendication 1 ou 2, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 



!. Composition phannaceutique selon la revendication 7, comprenant a titre de 
ice active une proteine representee par la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID 



8 

substance active une 
NO: 3 



9. Composition pharmaceutique selon la revendication 8, dans laquelle la 
proteine telle que defmie dans la revendication 1 ou 2, notamment SEQ ID NO : 2 ou 
SEQ ID NO : 3, est en association avec un variant de la proteine paraoxonase. 
notamment SEQ ID NO : 4. SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6. SEQ ID NO : 7. SEQ ID 
NO:8,SEQIDNO:9.SEQIDNO: lOouSEQIDNO: 11. 

10. Utilisation d'une proteine selon la revendication 1 ou 2, notarament de la 
proteine representee par la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3. pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de I'arthrite ou de 
maladies liees a une hyperphosphatemie. telles que les maladies cardiovasculaires, ou. 
en association avec un variant de la proteine paraoxonase. notamment SEQ ID NO : 4, 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6. SEQ ID NO : 7. SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ 
ID NO : 10 ou SEQ ID NO : 11. dans le cadre de la prophylaxie ou du traitement des 
intoxications provoquees par des insecticides ou des agents neurotoxiques tels que le 
soman, le VX. le sarin ou le tabun, ou dans le cadre du traitement de I'atherosclerose. 
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au diagnostic in vitro de maladies liees a une hypophosphatemie notamment 
lorsque la quantite de proteine selon la revendication 1 ou 2, notamment SEQ ID NO : 2 
ou SEQ ID NO : 3, dosee selon la methode de la revendication 12, est superieure a la 
quantity de cette proteine normalement presente dans le sang d'un individu sain, ou 

au diagnostic in vitro d'une predisposition d'un individu a de telles pathologies. 

14. Application selon la revendication 13 au diagnostic in vitro de maladies 
liees a une hyperphosphatemie telles que les maladies cardiovasculaires, notamment les 
maladies cardiovasculaires liees a la formation de plaques d'atheromes. ou au 
diagnostic in vitro d'une predisposition d'un individu au developpement d'une des 
maladies susmentionnees. 



15. Application selon la revendication 14 au diagnostic in vitro de maladies 
liees a une hypophosphatemie, ou au diagnostic in vitro d'une predisposition d'un 
individu au developpement de ces maladies. 
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Pro Asp Val Leu 
20 

Gly Lys Gly Lys 
35 

Thr Xaa Thr Thr 
50 

Thr Ala Xaa Xaa 
65 

Gly Lys Leu lie 



Phe Arg Lys Ala 
100 

Cys Gly Val Phe 
115 

Ala Gly Arg Ser 

130 



Gly Thr Thr Glu 
145 

Gin Pro Gly Thr 



Leu Gly Leu Ser 
180 

Gly Val Met Ala 
195 

Thr Tyr lie Ser 
210 

Asp Ala Thr Lys 
225 

Gly Ala Glu Gly 



Ser Val Val Pro 
260 

Trp Thr Pro Val 
275 

Pro Asp Ser Gly 
290 

Glu Cys Tyr Ala 
305 

Thr Lys His Tyr 



Thr Ala Gly Phe 



lie Ala Phe Leu 
40 

Lys Xaa Val His 
55 

Leu Ala Thr Tyr 
70 

Xaa Val Pro Ser 
85 

Gly Xaa Asn Ala 



Ser Gly Arg lie 
120 

Gly Pro He Gin 
135 

Leu Phe Thr Arg 
150 

Phe Ala Val Thr 
165 

Pro Leu Ala Gly 



Ala Asp Asn Asp 
200 

Pro Asp Phe Ala 
215 

Val Ala Arg Thr 
230 

Lys Ser Pro Ala 
245 

Leu Pro Ala Ala 



Phe Gly Ala Val 

280 

Tyr Pro He Leu 
295 

Asn Ala Thr Gin 
310 

Gly Thr Ser Ala 
325 



Ala Pro Tyr He 
25 

Glu Asn Xaa Tyr 



Trp Ala Gly Ser 
60 

Ala Ala Xaa Lys 
75 

Val Ala Thr Ser 
90 

Val Asp Leu Ser 
105 

Ala Xaa Trp Ser 



Val Val Tyr Arg 
140 

Phe Leu Asn Ala 
155 

Thr Val Phe Ala 
170 

Ala Val Ala Ala 
185 

Val Thr Thr Ala 



Ala Pro Xaa Leu 
220 

Gly Lys Gly Ser 
235 

Ala Ala Asn Xaa 
250 

Ala Xaa Arg Gly 
265 

Thr Gly Gly Gly 



Gly Phe Thr Asp 
300 

Thr Gly Gin Val 
315 

Asn Asp Asn Ala 
330 



Gly Xaa Gly Ser 
30 

Asn Gin Phe Gly 
45 

Asp Ser Lys Leu 



Xaa Pro Gly Trp 
80 

Val Ala He Pro 
95 

Val Lys Glu Leu 
110 

Gly He Thr Gly 
125 

Ala Glu Xaa Ser 



Lys Cys Thr Thr 

160 

Asn Ser Tyr Ser 
175 

He Gly Ser Val 
190 

Gin Gly Arg He 
205 

Ala Gly Leu Xaa 



Ser Ser Gly Gly 
240 

Ser Ala Ala He 
255 

Asp Pro Asn Val 
270 

Val Val Ala Tyr 
285 

Leu He Phe Ser 



Arg Asn Phe Phe 
320 

Ala He Gin Ala 
335 
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Gly Ala Glu Gly Lys Ser Pro Ala Ala Ala Asn Val Ser Ala Ala lie 
245 250 255 

Ser Val Val Pro Leu Pro Ala Ala Ala Asp Arg Gly Asp Pro Asn Val 
260 265 270 

Trp Thr Pro Val Phe Gly Ala Val Thr Gly Gly Gly Val Val Ala Tyr 
275 280 285 

Pro Asp Ser Gly Tyr Pro lie Leu Gly Phe Thr Asp Leu lie Phe Ser 
290 295 300 

Glu Cys Tyr Ala Asn Ala Thr Gin Thr Gly Gin Val Arg Asn Phe Phe 
305 310 315 320 

Thr Lys His Tyr Gly Thr Ser Ala Asn Asp Asn Ala Ala He Gin Ala 
325 330 335 

Asn Ala Phe Val Pro Leu Pro Ser Asn Trp Lys Ala Ala Val Arg Ala 
340 345 350 

Ser Tyr Leu Thr Ala Ser Asn Ala Leu Ser He Gly Asp Ser Ala Val 
355 360 365 

Cys Gly Gly Lys Gly Arg Pro Glu 
370 375 



<210> 3 

<211> 376 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Ser He Asp Gly Gly Gly Ala Thr Leu Pro Glu Lys Leu Tyr Leu Thr 
15 10 15 

Pro Asp Val Leu Thr Ala Gly Phe Ala Pro Tyr He Gly Thr Gly Ser 
20 25 30 

Gly Lys Gly Lys He Ala Phe Leu Glu Asn Ser Tyr Asn Gin Phe Gly 
35 40 45 

Thr Asn Thr Thr Lys Asp Val His Trp Ala Gly Ser Asp Ser Lys Leu 
50 55 60 

Thr Ala Ser Gin Leu Ala Thr Tyr Ala Ala Asn Lys Gin Pro Gly Trp 
65 70 75 80 

Gly Lys Leu He Glu Val Pro Ser Val Ala Thr Ser Val Ala He Pro 
85 90 95 

Phe Arg Lys Ala Gly Gly Asn Ala Val Asp Leu Ser Val Lys Glu Leu 
100 105 110 

Cys Gly Val Phe Ser Gly Arg He Ala Asn Trp Ser Gly He Thr Gly 
115 120 125 

Ala Gly Arg Ser Gly Pro He Gin Val Val Tyr Arg Ala Glu Val Ser 
130 135 140 
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Glu Thr Gly Ser Glu Asp Met Glu lie Leu Pro Asn Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

lie Ser Ser Gly Leu Lys Tyr Pro Gly He Lys Ser Phe Asn Pro Asn 
65 70 75 80 

Ser Pro Gly Lys He Leu Leu Met Asp Leu Asn Glu Glu Asp Pro Thr 
85 90 95 

Val Leu Glu Leu Gly He Thr Gly Ser Lys Phe Asp Val Ser Ser Ph« 
100 105 110 

Asn Pro His Gly He Ser Thr Phe Thr Asp Glu Asp Asn Ala Met Tyr 

120 125 

Leu Leu Val Val Asn His Pro Asp Ala Lys Ser Thr Val Glu Leu Phe 
130 135 140 

Lys Phe Gin Glu Glu Glu Lys Ser Leu Leu His Leu Lys Thr He Arq 

150 155 160 

His Lys Leu Leu Pro Asn Leu Asn Asp He Val Ala Val Gly Pro Glu 
165 170 2.75 

His Phe Tyr Gly Thr Asn Asp His Tyr Phe Leu Asp Pro Tyr Leu Gin 
IQO 185 190 

Ser Trp Glu Met Tyr Leu Gly Leu Ala Trp Ser Tyr Val Val Tyr Tyr 

195 200 205 

Ser Pro Ser Glu Val Arg Val Val Ala Glu Gly Phe Asp Phe Ala Asn 
210 215 220 

Gly He Asn He Ser Pro Asp Gly Lys Tyr Val Tyr He Ala Glu Leu 
225 230 235 240 

Leu Ala His Lys He His Val Tyr Glu Lys His Ala Asn Trp Thr Leu 
245 250 255 

Thr Pro Leu Lys Ser Leu Asp Phe Asn Thr Leu Val Asp Asn He Ser 
260 265 270 

Val Asp Pro Glu Thr Gly Asp Leu Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly 
275 280 285 

Met Lys He Phe Phe Tyr Asp Ser Glu Asn Pro Pro Ala Ser Glu Val 
290 295 300 

Leu Arg He Gin Asn He Leu Thr Glu Glu Pro Lys Val Thr Gin Val 
305 310 315 320 

Tyr Ala Glu Asn Gly Thr Val Leu Gin Gly Ser Thr Val Ala Ser Val 
325 330 335 

Tyr Lys Gly Lys Leu Leu He Gly Thr Val Phe His Lys Ala Leu Tyr 
340 345 350 

Cys Glu Leu 
355 
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Lys Leu Phe Val Tyr Asp 
290 

Arg He Gin Asn He Leu 

305 310 

A.la Asn Asn Gly Ser Val 
325 

Asp Gly Lys Leu Leu He 
340 

Glu Leu 
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Pro Asn Asn Pro Pro Ser 
295 300 

Cys Glu Lys Pro Thr Val 
315 

Leu Gin Gly Ser Ser Val 
330 

Gly Thr Leu Tyr His Arg 
345 
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Ser Glu Val Leu 



Thr Thr Val Tyr 
320 

Ala Ser Val Tyr 
335 

Ala Leu Tyr Cys 
350 



<210> 6 

<211> 354 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

Met Gly Lys Leu Val Ala Leu Val Leu Leu Gly Val Gly Leu Ser Leu 
15 10 15 

Val Gly Glu Met Phe Leu Ala Phe Arg Glu Arg Val Asn Ala Ser Arg 
20 25 30 

Glu Val Glu Pro Val Glu Pro Glu Asn Cys His Leu He Glu Glu Leu 
35 40 45 

Glu Ser Gly Ser Glu Asp He Asp He Leu Pro Ser Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

He Ser Ser Gly Leu Lys Tyr Pro Gly Met Pro Asn Phe Ala Pro Asp 
65 70 75 80 

Glu Pro Gly Lys He Phe Leu Met Asp Leu Asn Glu Gin Asn Pro Arg 
85 90 95 

Ala Gin Ala Leu Glu He Ser Gly Gly Phe Asp Lys Glu Leu Phe Asn 
100 105 110 

Pro His Gly He Ser He Phe He Asp Lys Asp Asn Thr Val Tyr Leu 
115 120 125 

Tyr Val Val Asn His Pro His Met Lys Ser Thr Val Glu He Phe Lys 
130 135 140 

Phe Glu Glu Gin Gin Arg Ser Leu Val Tyr Leu Lys Thr He Lys His 
145 150 155 160 

Glu Leu Leu Lys Ser Val Asn Asp He Val Val Leu Gly Pro Glu Gin 
165 170 175 

Phe Tyr Ala Thr Arg Asp His Tyr Phe Thr Asn Ser Leu Leu Ser Phe 
180 185 190 

Phe Glu Met He Leu Asp Leu Arg Trp Thr Tyr Val Leu Phe Tyr Ser 
195 200 205 
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Leu Met Val Val Asn His Pro Asp Ser Lys Ser Thr Val Glu Leu Phe 
130 135 140 

Lys Phe Gin Glu Lys Glu Lys Ser Leu Leu His Leu Lys Thr lie Arg 
145 150 155 160 

His Lys Leu Leu Pro Ser Val Asn Asp lie Val Ala Val Gly Pro Glu 
165 170 175 

His Phe Tyr Ala Thr Asn Asp His Tyr Phe lie Asp Pro Tyr Leu Lys 
180 185 190 

Ser Trp Glu Met His Leu Gly Leu Ala Trp Ser Phe Val Thr Tyr Tyr 
195 200 205 

Ser Pro Asn Asp Val Arg Val Val Ala Glu Gly Phe Asp Phe Ala Asn 
210 215 220 

Gly lie Asn He Ser Pro Asp Gly Lys Tyr Val Tyr He Ala Glu Leu 
225 230 235 240 

Leu Ala His Lys He His Val Tyr Glu Lys His Ala Asn Trp Thr Leu 
245 250 255 

Thr Pro Leu Lys Ser Leu Asp Phe Asn Thr Leu Val Asp Asn He Ser 
260 265 270 

Val Asp Pro Val Thr Gly Asp Leu Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly 
275 280 285 

Met Arg He Phe Tyr Tyr Asp Pro Lys Asn Pro Pro Ala Ser Glu Val 
290 295 300 

Leu Arg He Gin Asp He Leu Ser Lys Glu Pro Lys Val Thr Val Ala 

305 310 315 320 

Tyr Ala Glu Asn Gly Thr Val Leu Gin Gly Ser Thr Val Ala Ala Val 
325 330 335 

Tyr Lys Gly Lys Met Leu Val Gly Thr Val Phe His Lys Ala Leu Tyr 
340 345 350 

Cys Glu Leu Ser Gin Ala Asn 
355 



<210> 8 

<211> 355 

<212> PRT 

<213> Rattus rattus 

<400> 8 

Met Ala Lys Leu Leu Gly Leu Thr Leu Val Gly Leu Val Leu Ala Leu 
15 10 15 

Tyr Lys Asn His Arg Ser Ser Tyr Gin Thr Arg Leu Asn Ala Phe Arg 
20 25 30 



Glu Val Thr Pro Val Asp Leu Pro Asn Cys Thr Leu Val Lys Gly He 
35 40 45 
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<210> 9 

<211> 355 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<400> 9 

Met Ala Lys Leu Leu Ala Leu Thr Leu Val Gly Leu Val Leu Ala Leu 
15 10 15 

Tyr Lys Asn His Arg Ser Ser Tyr Gin Thr Arg Leu Asn Ala Phe Arq 
20 25 30 

Glu Val Thr Pro Val Glu Leu Pro Asn Cys Asn Leu Val Lys Gly He 
35 40 45 

Glu Thr Gly Ala Glu Asp Leu Glu He Leu Pro Asn Gly Leu Thr Phe 
50 55 60 

Phe Ser Thr Gly Leu Lys Tyr Pro Gly He Lys Ser Phe Asp Pro Ser 

70 75 80 

Lys Pro Gly Lys He Leu Leu Met Asp Leu Asn Lys Lys Glu Pro Ala 
85 90 95 

Val Ser Glu Leu Glu He He Gly Asn Thr Leu Asp He Ser Ser Phe 
100 105 110 

Asn Pro His Gly He Ser Thr Phe Thr Asp Glu Asp Asn Thr Val Tyr 
115 120 125 

Leu Leu Val Val Asn His Pro Asp Ser Ser Ser Thr Val Glu Val Phe 
130 135 140 

Lys Phe Gin Glu Glu Glu Arg Ser Leu Leu His Leu Lys Thr He Thr 
145 150 155 160 

His Glu Leu Leu Pro Ser He Asn Asp He Ala Ala He Gly Pro Glu 
165 170 175 

Ser Phe Tyr Ala Thr Asn Asp His Tyr Phe Ala Asp Pro Tyr Leu Arg 
180 185 190 

Ser Trp Glu Met Tyr Leu Gly Leu Ser Trp Ser Asn Val Val Tyr Tyr 
195 200 205 

Ser Pro Asp Lys Val Gin Val Val Ala Glu Gly Phe Asp Phe Ala Asn 
210 215 220 

Gly He Gly He Ser Leu Asp Gly Lys Tyr Val Tyr He Ala Glu Leu 
225 230 235 240 

Leu Ala His Lys He His Val Tyr Glu Lys His Ala Asn Trp Thr Leu 
245 250 255 

Thr Pro Leu Lys Val Leu Asn Phe Asp Thr Leu Val Asp Asn He Ser 
260 265 270 

Val Asp Pro Val Thr Gly Asp Leu Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly 
275 280 285 
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Pro Glu Glu Val Lys Leu Val Ala Glu Gly Phe Asp Ser Ala Asn Gly 

210 215 220 

lie Asn lie Ser Pro Asp Lys Lys Tyr Val Tyr Val Ala Asp lie Leu 
225 230 235 240 

Ala His Glu lie His Val Leu Glu Lys Gin Pro Asn Met Asn Leu Thr 
245 250 255 

Gin Leu Lys Val Leu Gin Leu Gly Thr Leu Val Asp Asn Leu Ser lie 
260 265 270 

Asp Pro Ser Ser Gly Asp lie Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly Gin 
275 280 285 

Arg Leu Phe Val Tyr His Pro Asn His Pro Pro Thr Ser Glu Val Leu 
290 295 300 

Arg lie Gin Asn He Leu Ser Glu Lys Pro Ser Val Thr Thr Val Tyr 
305 310 315 320 

He Asn Asn Gly Ser Val Leu Gin Gly Ser Ser Val Ala Thr He Tyr 
325 330 335 

Asp Arg Lys Leu Leu Val Gly Thr Leu Tyr Gin Lys Ala Leu Tyr Cys ■ 
340 345 350 

Glu Leu 



<210> 11 

<211> 354 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<400> 11 

Met Gly Lys Leu Val Ala Leu Thr Leu Leu Gly Ala Cys Leu Ala Leu 
15 10 15 

He Gly Glu Arg Leu Leu Asn Phe Arg Glu Arg Val Ser Thr Thr Arg 
20 25 30 

Glu He Lys Ala Thr Glu Pro Gin Asn Cys His Leu He Glu Gly Leu 
35 40 45 

Glu Asn Gly Ser Glu Asp He Asp He Leu Pro Ser Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

He Ser Thr Gly Leu Lys Tyr Pro Gly Met Pro Ala Phe Ala Pro Asp 
65 70 75 80 

Lys Pro Gly Arg He Phe Leu Met Asp Leu Asn Glu Gin Asn Pro Glu 
85 90 95 

Ala Gin Ala Leu Glu He Ser Gly Gly Leu Asp Gin Glu Ser Leu Asn 
100 105 110 



Pro His Gly He Ser Thr Phe He Asp Lys Asp Asn Thr Ala Tyr Leu 
115 120 125 
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